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Q4) Upide und Tenside In wassriger Phase. 

@ Die voriiegende Erfindung betrifft ein neues, vorteilhaf- 
tes Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen 
in wassriger Phase, Indem man eine homogene Mischung 
eines ionischen Tensids und eines Lipids dispergiert. Die 
Bildung der unilamellaren Liposome erfolgt spontan, d.h. 
ohne 2usat2llche aussere Energiezufuhr. Die verfahrensge- 
mass erhaltlichen Liposome konnen als Trager von Wirkstof- 
fen unterschiedlichster Art therapeutisch verwendet werden. 



< 

« 
O 



0. 

u 



Croydon Prtnling Company Ltd 



0102324 

- 1 - 



CIBA-GEIGY AG 4-14035A 
Basel (Schweiz) 



Lipide und Tenside in wassriger Phase 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von uni lame liar en Liposomen in wassriger Phase. 

Liposomen sind in der Literatur in sahlreichen Veroffentlichungen 
beschrieben worden. Ihr Aufbau und ihre Verwendung ist Gegenstand 
vieler Untersuchungen. Man unterscheidet unilamelare Liposomen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von multilamellaren Liposomen mit 
mehreren Doppelschicht en aus Lipiden, die swiebelfSrmig angeordnet 
sind. 

Uni lame Hare Liposomen haben einen Durchmesser von ca. 200 bis 
50000 k, vorzugsweise ca. 200 bis 30000 A. Die kugelfdrmige Hiille 
besteht aus einer Doppelschicht der Lipidkomponenten, z.B. amphi- 
patischen Lipiden, z.B. Phospholipiden, z.B. Phosphatidsaurc, 
Lecithin oder Kephalin, und gegebenenf alls neutralen Lipiden, z.B. 
Cholesterin. Diese Doppelschicht umschliesst einen Innenraum, der 
eine wassrige Phase enthMlt. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeutischen Verwendung von 
Liposomen als TrSger von Virkstoffen unterschiedlichster Art. So 
sind Liposomen als TrSger von Prot einen, z.B. Antiki>rpem oder 
Enzymen, Hormoneni Vitaminen oder Genen oder zu analytischen Zwecken 
als Trager von markierten Verbindungen vorgeschlagen worden. Als 
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Beisplel sei die US-Patentschrift 3 . 993 « 754 genannt, welche ein 
Chemother apeut laches Verfahren bei der Behandlung von Tunorzellen 
unter Verwendung voa Liposomen als Trager sum Gegenatand hat. 

Der betref £ende Virkstoff vird entweder bei der Bildung der Lipo- 
somen Oder nachtraglich durch Diffusion verkapselt. Die Herstellung 
von Liposomen und die Verkapselung des Wirkstof fs kann auf verschie- 
dene Weise erfolgen und ist in dem Uebersichtsartikel von Kaye, 
St.B.i Cancer Treatment Reviews (1981) 8^, 27-50 beschrieben. Weitere 
Verfahren zur Herstellung von Liposomen zvecks Verkapselung von 
Wirkstof fen sind ebenfalls durch Barenholz et al, in Biochemistry t 
Vol. 16, No. 12, 2806-2810, sowie in den Deutschen Of fenlegungs- 
schriften (DOS) 28 19 855, 29 02 672, 25 32 319 und 28 42 608, in 
der US-Patent schrift 4,053,585 und in der Europaischen Patent- 
anmeldung 36 676 beschrieben. 

Hach den bisher bekannt gewordenen Verfahren l^st nan beispielsweise 
die Lipidkomponenten, z.B. Phospholipide , z.B, Phosphatidsaure, 
Lecithin oder Kephalin, und gegebenenfalls neutrale Lipide, z.B. 
Cholesterin, in einem organischen I^sungsmittel, z.B. Chloroform 
Oder Benzol, auf. Nach dem Eindampfen bleibt eine homogene Schicht, 
z.B. eine Filmschicht, der betref fenden Lipidkomponenten zurlick. Haa 
dispergiert anschliessend die Lipidkomponenten in einer vassrigen 
Phase, welche den betreffenden Virkstoff enthalt, z.B. durch 
Schlitteln. Bei der anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bildei 
sich unilamellare Liposomen, welche den Wirkstoff verkapseln. 

Nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung lessen sich auf 
einfache Weise ohne apparativen Aufwand wSssrige Phasen herstellen, 
welche kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser \in 
ca. 200-600 k und grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem 
Durchmesser von ca. 600-3000 k enthalten. Mittels geeigneter 
Trennmethoden, z.B. Gelfiltration oder einer Ultrafiltrationszel'.:, 
kann man kleine von grossen unilamellaren Liposomen trennen. 
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Die vorliegende Erfindung hat ein Verfahren *ur Herstellung von 
unilamcllaren Liposomen zum Gegenetandi dadurch gekenn- 
zeichnetv dasa man eine homogene Miachung eines ioniachen Tenaida 
und cines Lipida in vSasriger Fhaee bei einer Ronzentration niedri- 
ger al8 die kritiache Mizellbildungakonzentration (cmc-critical 
micelle concentration) des Tenaida in der betreffenden Hiase disper- 
giert und, wenn notwendig, die erhaltliche vasarige Phase neutrali- 
aiert und, venn erwunscht, die erhalt lichen unilamellaren Liposomen 
anreichert und/oder abtrennt. 

Die wciter vorn und im folgenden gcnannten allgemcinen Begriffe 
haben im Rahroen der Beschreibung der vorliegenden Erfindung vorzuga- 
veise die folgenden Bedeutungen: 



Der im Zusammenhang mit organischen Resten, z.B. Niederalkyl, 
Niederalkylen, Niederalkoxy , Niederalkanoyl etc., verwendete 
Ausdruck "Nieder** bedeutet, dass solche organische Reste, falla 
nicht ausdriicklich anders definiert, bia zu 7 und bevorzugt bia zu 4 
Rohlenstoffatome enthalten* 

Die Heratellung der homogenen Hischung eines ionischen Tensids und 
eines Lipids erfolgt in an sich bekannter Veise und ist in dem 
Abschnitt ••Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten" 
beschrieben. 



Ein ionisches Tensid ist ein kationisches oder anionisches Tensid. 

Ein kationisches Tensid ist beispielsweise eine Verbindung der 
Forme 1 



R 

r 

/ \ 



(I A), 
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worin eincn gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstof frest, 
^ Hiederalkyl, Phenylniederalkyl oder Hydroxy, R und R Kieder- 
alkyl Oder R^^ und R^ zusanmen nit dem Stickstoffatom einen gegebe- 
nenfalls an einem Kohlenstoffaton substituierten, aliphatischen 
Heterocyclus und R^ Hiederalkyl oder R^^, R^ und R^ rusammen nit dem 
Stickstoffatan einen gegebenenfalls an einem Kohlenstoffatom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus and Y® exn Anion dar- 
Btellen. 

In einem kationischen Tensid der Formel (lA) ist ein gegebenenfalls 
substituierter, aliphatischer Kohlenwasserstoffrest R beispiels- 
weise durch Aryloxyniederalkoxy substiutiertes Hiederalkyl, 
geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 12-20, 
Kohlenstoffatomen oder Alkenyl mit 8-20, insbesondere 12-20, 
Kohlenstoffatomen und 1-4 Doppelbindungen. 

Aryl in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Phenyl, velches durch 
geradkettiges Hiederalkyl mit 1-4 Kohlenstoffatomen, z.B. Methyl, 
Aethyl oder n-Propyl, oder durch verzweigtes Alkyl mit 3-10 Kohlen- 
stoffatomen, z.B. Isobutyl, tert-Butyl, Amyl, Heopentyl, 2- oder 
3-Methylpentyl, 2,2- oder 2,3-Dimethylbutyl, 2- oder 3-Methylhexyl , 
3-Aethylpentyl, 2,2-, 2,3-, 2,4- oder 3,3-Dimethylpentyl, 4-Methyl- 
heptyl, 2,2,2- 2,2,4-, 2,3,3- oder 2,3,4-Trimethylpentyl, 1,1,3,3- 
Tetranethylbutyl oder 2,2,3,3-Tetramethylbutyl mono- oder disub- 
stituiert sein kaon. 

Hiederalkoxy in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Methoxy, 
Aethoxy, n-Propoxy oder n-Butoxy. 

Hiederalkyl R^, welches durch Aryloxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist beispielsweise Aryloxyniederalkoxynethyl oder 2-Aryloxynieder- 
alkoxyathyl, z.B. Aryloxymethoxymethyl , 2-AryloxymethyloxySthyl, 
2-Aryloxyathoxymethyl oder 2-(2-Aryloxyathoxy)-Sthyl, z.B. 
Phenoxymethoxymethyl , 2-Phenoxymethoxyathyl , 2-Phenoxyathoxymethyl , 
2-(2-Phen xySthoxy)-athyl, 2-, 3- der 4-Methylphenoxyneth xymethyl, 
2-(2-Methylphenoxymethoxy)-Sthyl , 2-(3-Methylphen xymethoxy)-athyl , 
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2-(4-Methylphcnoxyinethoxy)-athyl , 2-(2-Methylphenoxy)-athoxy- 
nethyl, 2-(3-Methylphenoxy)-athoxyinethyl , 2-(4-Methylphcnoxy)-* 
athoxymethyl, 2-[2-(2-Methylphenoxy)-athoxy]-athyl, 2-[2-(3- 
Methylphenoxy)-athoxy]-athyl , 2-t2-(4-Methylphenoxy)-Sthoxy]-athyl , 
4-( 1,1,3, 3"Tetrainethylbutyl )-phenoxyinethoxyiDethyl , 2*[A-( 1 ,1,3,3- 
TetramethylbutyD-phenoxymethoxy^-athyl , 2-£4-(l ,1 ,3,3-TetraiDethyl- 
butyD-phenoxy^-athoxyroethyl, 2-[|2-(4-(l , 1 ,3,3-Tetramethylbutyl)- 
phenoxy)-athoxy]-athyl , 2-Methyl-4-(l , 1 .S.S-tetramethylbutyD- 
phenoxymethoxyniethyl , 2-[^2-Methy l-4-( 1,1,3, 3-tet ramethy Ibuty 1 )- 
phenoxymethoxy^-athyl, 2-[]3-Methyl-4-(l,l iSjS-tetramethylbutyD- 
phenoxymethoxy] -a'thy 1 , 2-[2-( 2-Methy l-4-( 1 ,1,3, 3-t ctramethy Ibutyl )- 
phenoxy)]"athoxyiDethyl , 2-t2-(3-Methyl-4-(l , 1 , 3,3-tetraInethylbutyl)- 
pbenoxy)3-athoxymethyl , 2-^2- (2-Me thy l-4-( 1 , 1,3, 3-tet ramethy Ibuty 1 )- 
phenoxy)-Sthoxy]-athyl oder 2-[2-(3-Methyl-4-(l,l,3,3-tetrame- 
thylbuty 1 )-phenoxy )-athoxy3-athy 1 . 

Miederalkyl R , welches durch Aryloxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist vorzugsweise 2-[2-(2-Methyl-4-(l,l ,3,3-tetra^lethylbutyl)- 
phenoxy)-athoxy]-athyl und 2-[2-{3-Methyl-4-(l,l,3,3-tetrainethyl- 
butyl)-"phenoxy)-athoxy3-athyl . 

Geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 
12-20, Kohlenstoffatoroen, ist beispielsveise n-Heptyl, 2-Methyl- 
hexyl, 3-Methylhexyl , 3-Aethylpentyl , 2,2-, 2,3-, 2,4- oder 
3,3-Dimethylpentyl, n-Octyl, 4-Methylheptyl, 2,2,3-, 2,2,4-, 2,3,3-, 
2,3,4-Triinethylpentyl, n-Nonyl, n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl, 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl , n-Octadecyl (Stearyl), 
n-Konadecyl oder n-Eicosyl (Arachinyl), 

Bevorzugt ist geradkettiges Alkyl mit einer geraden Anzahl von 12-20 
Kohlenstoffatomen, beispielsweise n-Dodecyl (Lauryl), n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
n-Eicosyl (Arachinyl). 
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Alkenyl mit 8-20 g insbesondere 12-20, Kohlenstoffatomen und 1-4 
Dopppelbindungen ist beispielsweise 1-Octenyl, 1-Nonenyl, 1-Decenyl, 
1-Undecenyl I l-Dodecenyl| 9-cie-Dodecenyl (Lauroleyl), l-Tridecenyl , 
1-Tetradecenyl I 9-ci8-Tetradecenyl (Hyristoleyl) , 1-Pentadecenyl , 
1-Hexadeceayl , 9-ci8-Hexadecenyl (Palmitoleinyl), 1-Heptadecenyl , 
l-*Octadecenyl I 6-c£s-0ctadecenyl (Petroselinyl), 6-tran8-0ctadecenyl 
(Petroselaidinyl), 9-ci8-0ctadecenyl (Oleyl), 9-tratt8-0ctadecenyl 
(ElaidinyDi 9-ci8-12-traiis-0ctadecadienyl (Linoleyl)i 9-ci8-ll- 
tran8-13-taTi8-0ctadecatrienyl (a-Elaostearinyl) , 9-trans-ll-tran8- 

13- traii8-0ctadecatrienyl (fi-£lSo8tearlnyl) , 9-cis-12-15-ci8- 
Octadecatrienyl (Linolenyl), 9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenyl 
(Parinaryl), 1-Nonadecenyl , l-Eicosenyl, 9-ci8-Eico8enyl 
(Gadolcinyl), 5-, 11-, 14-EicoBatrienyl oder 5-, 8-, 11-, 

14- Eicosatetraenyl (Arachidonyl). 

Bevorzugt iet Alkenyl mit 12-20 Rohlenstoffatomen und einer Doppel- 
bindung, beispielsweise 9-ci8-Dodecenyl (Lauroleyl), 9-cis-Tetra* 
decenyl (Hyristoleyl), 9-ci8-Hexadecenyl (Palmitoleinyl), 6-ci8- 
Octadecenyl (Petroselinyl), 6-tran8-0ctadecenyl (Petroselaidinyl), 
9-ci8-0ctadecenyl (Oleyl), 9-tran8 -Octadecenyl (Elaidinyl) oder 
9-ci8-Eicosenyl (Gadoleinyl). 

Niedcralkyl R^^, oder R^ ist beispielsweise Methyl oder Aethyl. 

Phenylniederalkyl R^ ist beispielsweise Bensyl oder 2-Phenylathyl . 

Ein aliphatischer Heterocyclus, welcher von und zusammen mit 
dem StickstoffatoxD gebildet wird, ist beispielsweise ein mono- 
cyclischer, fiinf- oder sechsgliedriger Aea-, Oxaaza- oder Thiaza- 
cyclylrest, z.B. Piperidino, Morpholino oder Thiamorpbolinio. 

Substituenten dieses Heterocylus sind die Substituenten R und R am 

a d 

Stickstoff sowie gegebenenfalls an einem Kohlenstoffatom Nieder- 
alkyl, z.B. Methyl, Aethyl, n-Propyl oder n-Butyl. 
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Bin Heterocyclus t welcher von und zusamiDen mit dem Stickstoff- 
atom gebildet wird und an einem Kohlenstof fatom durch Niederalkyl 
Bubstituiert ist, ist z.B. 2-, 3- oder 4-Methylpiperidinio, 2-, 3- 
oder 4-Aethyl piper id inio oder 2- oder 3-Methyltnorpholinio. 

Ein aromatischer Heterocyclus, velcher von R^^i und R^ zusannnen 
mit dem Sticks toff atom gebildet virdi ist beispielsweise ein 
monocyclischeri funf«- oder sechsgliedriger, Aza-, Diaza-, 
Qxaaza- oder Thiazacyclylrest , z*B* Pyridinio, Imidazolinioi 
Oxazolinio oder Thiazolinio oder beispielsweise ein benzokonden- 
sierter Monoazabicyclylrest i z.B. Chinolinio oder Isochinolinio. 

Substituenten diese Heterocyclus sind der Rest R^ am Stick- 
stof fatom sovie gegebenenf alls an einem Kohlenstof fatom Niederalkyl, 
z.B. Methyl oder Aethyl, Hydroxyniederalkyl , z.B. Hydroxymethyl oder 
2*HydroxySthyl I Oxo, Hydroxy oder Halogeni z«B« Chlor oder Brom. 

Ein Heterocyclus, welcher von R^^i R^ und R^ zusammen gebildet vird 
und an einem Kohlenstof fatom durch die genannten Res.te substituiert 
ist| ist beispielsweise 2«* oder 4**Kiederalkylpyridinio, z.B. 2- oder 

4- Methyl oder 2- oder 4-Aethyl pyridinio, Diniederalkylpyridinio, 
z.B, 2,6-Dimethyl-, 2-Methyl-3-Sthyl-, 2-Methyl-4-athyl-, 2-Methyl- 

5- athyl-, Oder 2-Methyl-6-Hthylpyridinio, 2-, 3- oder 4-Halogen- 
pyridinio, z,B, 2-, 3- oder 4-Chlorpyridinio oder 2-, 3- oder 
4-Brompyridinio , 2-Nieder alky limidazol inio, -oxazolinio oder 
-thiazolinio, z,B. 2-Methyl- oder 2-Aethylimidazolinio, -oxazolinio 
Oder -thiazolinio oder 2-Hiederalkyl-8-halogenchinolinio, z.B. 
2-Methyl-8-chlorch inol inio . 

Ein Anion Y ist beispielsweise ein Halogenid-, z.B. Fluorid-, 
Chlorid- oder Bromid-, Kiederalkanoat , z.B, Formiat- oder Acetat-, 
Hydrogensulfat-, Niederalkylsulfat-, z^B. Methyl- oder Aethyl- 
sulfat-, Niederalkylsulfonat-, z.B. Methyl-, oder Arylsulfonat-, 
z.B* Fhenylsulfonat- oder Tolu Isulf nation. 
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Ein Ani n Y® ist vorzugsweise ein Halogenid-, z.B. Chlorid- der 
Bromidion. 

Ein kationisches Tensid der Formel lA ist vorzugsweise N-Benzyl- 

H,N-diinethyl-N-2-[2-(4-(l,l,3,3-tetraBethylbutyl)-phenoxy)-ath0Jty]- 
athylaamioniochlorid , M-Benzyl-N,N-diinethyl-N-2-[2-(3-inethyl-4- 
(1,1,3, S-tetramethylbutyl )-phenoxy)-athoxy]-athylaiiiiDoniochlorid 
(Methylbenzethoniunchlorid), n-Dodecyltrinethylammoniochlorid oder 
-bromid, Trinethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, 
n-Hexadecyltriniethylamnoniochlorid oder -bromid (Cetyltrimethyl- 
ammoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octadecylammoniochlorid 
Oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, Aethyldimethyl-n- 
octadecylanmoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl-benzyldinethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder -bromid), z.B. 
Benzyl-n-dodecyldimetbylammoniochlorid oder bromid, Benzyldimethyl- 
n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n-hexadecyldimethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n-octadecylammonio- 
chlorid Oder -bromid, N-(ii-Decyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, 
K-(n-DodecyI)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Tetradeyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexadecyl)-pyridiniochlorid oder 
-bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n-Octadecyl)- pyridinio- 
chlorid Oder -bromid oder eine Mischung von diesen Tensiden. 

Ein anionisehes Tensid ist beispielsweise 

a) eine Verbindung der Formel: 

[R^-(0-A)^-B]®Z® (I B) 

worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstoffrest, 
A Niederalkylen, m null (direkte Bindung) oder eins, B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe und Z® ein einwertiges Ration darstellen, oder 

b) eine Verbindung der Formel: 
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*3 ^0) 
I II 

Rj-CH^-C-CH^-O-P-O-R^ 2® (j c), 

worin m null oder eins iet, einer der Reste Rj und R^ Vasserstoff, 
Hydroxy, Miederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alltyl, 
Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy oder Acyloxy mit je 10-20 C-Atomen, R 
Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und R^ gegebenenfalls 
substituiertes Niederalkyl mit 1-7 C-Atonen, einen Kohlehydratrest 
mit 5-12 C-Atomen oder, wenn beide Reste Rj und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und Z® ein ein- 
wertiges Ration bedeutet, oder 

e) eine Verbindung der Formel 

R- 0 

I II 
Rj - CHj - C - CHj - 0 - P - OH 2® (ID), 



Rj 0® 



worm Rj, R^, R^ und Z die unter Formel (I C) genannten Bedeutungen 
haben. 

In einem anionischen Tensid der Formel (I B) hat der gegebenenfalls 
Bubstituierte KohlenwaBserstoffrest R^ die weiter vom unter Formel 
I A genannten Bedeutungen und ist vorsugsweise geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 12-20, Kohl ens toff atomen 
und Alkenyl nit 6-20, insbesondere 12-20, Kohlenstoffatomen und 1-4 
Doppelbindungen . 

In einem anionischen Tensid der Formel IB ist R^ in erster Linie 
geradkettiges Alkyl mit einer geraden Anzahl von 12-20 Kohlen- 
stoffatomen, beispielsweise n-Dodecyl (Lauryl), n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
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n-Eicosyl (Arachinyl), oder Alkenyl mit 12-20 KohlensLoffatomen und 
1 Doppelbindungi beispielsweise 9-ciB"'Dodeccnyl (Lauroleyl)-, 
9-ci8-Tetradecenyl (Myristoleyl) , g-cis-Hexadecenyl (Palmitoleinyl)- 
6-cis-Octadecenyl (Petroselinyl) , 6-trans-OctadeceTiyl 
(Petroselaidinyl), 9-ci8-Dctadecenyl (Olcyl), 9-tran8-0ctadecenyl 
(Elaidinyl) oder 9-ci8-£lco8eiiyl (Gadoleinyl). 

A mit der Bedeutung Niederalkylen ist beispielfiweise Hethylen, 
Aethylen« n*Propylen oder n-Butylen. 

Das Kation Z ist ein Alkalimetallkation, z.B. das Lichlum-| 
Hatrium- oder Kaliumiotii oder ein TetraniederalkylamDoniumiont z.B. 
Tetrame thy 1 ammonium • 

Ein anionisches Tens id der Formel IB ist vorzugsweise ein Alkali- 
metal lalkyleul fat (m = o), z.B. Natrium oder Kalium-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat I -n-tetradecyl (myristyD-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder ^-octadecyl (stearyD-sulfat , ein Alkali- 
metal lalkylathersul fat (m r 1), z.B. Natrium- oder Kalium-n- 
dodecyloxyathylsulfat, -n-tetradecyloxyathylsulfat , -n-hexadecyl- 
oxyathylsulfat oder -n-octadecyloxyathylsulfat oder , ein Alkali- 
met alia Ikansulfonat, z.B. Natrium- oder Ralium-n-dodecansulfonat , 
-n-tetradecansulfonat , -n-bexadecansulfonat oder -n-octadecan- 
sulfonat* 

In einem anionischen Tensid der Formel I C ist Niederalkyl R^, 
Oder Rj mit 1-4 C-Atomen bevorzugt Kethyl, femer Aethyl, n-Propyl, 
Oder n-Butyl« 

Alkyl Oder R^ ist vorzugsweise n-Decyl ,-n-Undecyl, n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl i 
n-Hexadecyl (Cetyl) , n-Octadecyl (Stearyl) und n-Eicosyl 
(Arachinyl). 
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Alkenyl oder ist vorzugsweise 9-ciB-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-cis-Tetradecenyl (Myrietoleyl) , 9-ci8-Hexadecenyl (Palmitoleinyl), 
6-ci8-0ctadecenyl (Petroeelinyl) , 6-tran8-0ctadecenyl (Petroselaid- 
inyl), 9-ci8-0ctadecenyl (Oleyl), 9-trans-Octadecenyl (Elaidinyl) 
und 9-cts-Eico8enyl (Gadoleinyl). 

Alkoxy R^ Oder R^ ist vorzug8wei8e n-Decyloxy, n-Dodecyloxy 
(Lauryloxy), n-Tctradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy 
(Cetyloxy), n-Octadecyloxy (Stearyloxy) und n-Eicosyloxy 
(Arachinyloxy). 

Alkenyloxy R^ oder R^ ist vorzugsveise 9-ci8-Dodecenyloxy 
(Lauroleyloxy). 9-cis-Tctradecenyloxy (Myristoleyloxy) , 9-ci8-Hexa- 
decanyloxy (Palmitoleinyloxy), 6-ciB-Octadecenyloxy (Petro8elinyl- 
oxy), 6-tranB-OctadecenyIoxy (Petroeelaidinyloxy) , 9-ciB-Octa- 
decenyloxy (Oleyloxy), 9-trans-Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) und 
9-cis-Eico8enyl (Gadoleinyloxy). 

Acyloxy R^ oder R^ ist beispielsweiee Alkanoyloxy oder Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy R^ oder R^ ist vorzugsveise n-Decanoyloxy, n-Dodecanoyl- 
oxy (Lauroyloxy), n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy) , n-Hexadecanoyl- 
oxy. n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy) , n-Octadecanoyloxy (Stearoyl- 
oxy) und n-Eico8oyloxy (Arachinoyloxy). 

Alkenoyloxy R^ oder R^ ist vorzugsveise 9-cis-Dodecenyloxy 
(Lauroleoyloxy), 9-ci6-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) « 9-cis- 
Hexadecenoyloxy (Palmitoleinoyloxy) , 6-cis-Octadecenoyloxy 
(Peteroselinoyloxy) , 6-trans-Octadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy), 
9-ci8-0ctadecenoyloxy (Oleoyloxy), 9-tran8-0ctadecenoyloxy 
(Elaidinoyloxy) und 9-cis-Eicosenoyl (Gadoleinoyloxy). 

Niederalkyl R^ mit 1-7 C-Atomen ist z.B. Methyl, A thyl, Isopropyl, 
n-Propyl, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saure Gnippen, z.B. 
Carboxy oder Sulfo, saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und 
Amino I wobei die Aminogruppe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe 
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befindet, freie oder veratherte Hydroxygruppen, tiobei swei verSther-* 
te Hydroxygruppen durch einen bivalenten Kohlenwasserstof frest , z.B« 
durch Methylen, Aethylen, Aethyliden, l|2-Propylen oder 2|2- 
Propyleni niteinander verbunden sein konneni Halogen i z.B. Chlor 
Oder Brom, Niederalkoxycarbonyl, z.B. Methoxy^ oder Aethoxycarbonyl, 
Oder durch Niederalkansulfonyl, z.B. Methansulfonyl, substituiert 
sein. 

Substituiertes Miederalkyl nit 1-7 C-Atosnen ist vorzugsweise 
Carboxyniederalkyl , z.B. Carboxymethyl, 2-CarboxySthyl oder 
3-Carboxy-n-propyl , a-Amino-a-carboxyniederalkyl , z.B. 2-Ainino-2- 
carboxyathyl oder 3-Ainino-3-carboxy~n-propyl , Hydroxyniederalky 1 , 
z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2 1 3-Dihydroxypropy 1 1 Niederalkoxynieder- 
alkyli z.B. Methoxy- oder Aethoxymethyl , 2-MethoxySthyl oder 
B-Methoxy-m-propyl , Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2,3- 
Aethylendioxypropyl oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl , oder 
Halogenniederalkyl , z.B* Chlor oder Brommethyl , 2-Chlor- oder 
2-Broinathy 1 , 2- oder 3-Chlor- Oder 2-oder 3-Brom-n-propyl. 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen ist beispielaweise ein 
naturlicher Monosaccharidrest i der sich von einer als Aldose oder 
Ketoae vorliegenden Pentose oder Hexose ableitet. 

£ine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribose, D-Arabinosei 
B-Xylose oder D-Lyxose« 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribulose oder 
D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B. D-Allose, D-Altroset 
D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose oder D-Talose. 

Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. D-Psicosei D-Fructosei 
D-Sorbose oder D-Tagatose. 
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* 

Eine Hexose liegt vorzugsweise in zyklischer Form vor, z.B. als 
* Pyranose (Aldose), z.B. o- Oder B-D-Glucopyranose , oder als 

Furanose, z,B. a- oder B-D-Fructosc. Der Pyranosylrest isC vorzugs- 
weise durch die in 1- oder 6-Stellung und der Furanosylrest durch in 
1- Oder 5-Stellung befindliche Hydroxygruppe init der Phosphatidyl- 
gruppe (m = 1) verestert. 

Bin Kohlehy drat rest mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein natUrlicher 
Disaccharidrest , z.B. ein aus zwei Hexosen gebildeter Diaaccarid- 
resti der sich beispielaweise durch Rondensation von zwei Aldoseni 
z.B. D-Glucose oder D-Galactosei oder einer Aldose, z.B. B-Glucose 
mit einer Retoaet z.B. Fructose, ableitet. Aus zwei Aldosen gebilde- 
te Disaccharide, z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise iiber 
die in 6-Stellung des betreffenden Pyranosylrests befindliche 
Hydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. Aus einer Aldose 
und einer Ketose gebildete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind 
vorzugsweise uber die in 6-Stellung des Pyranosylrests oder uber die 
in 1-Stellung des Furanosylrest befindliche Hydroxygruppe mit der 
Phosphatidylgruppe (m = 1) verestert. 

Ein Kohlchydratrest mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein derivati- 
aierter Mono- oder Disaccharidrest, worin beispielsweise die 
Aldehydgruppe und/oder ein oder zwei endst'andige Hydroxygruppen zu 
Carboxygruppen oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder 
B-Glucoronsaurerest , welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste 
vorliegen. Ebenso konnen in einem derivatisierten Mono- oder 
Disaccharidrest Aldehyd- oder Ketogruppen zu Hydroxygruppen redu- 
ziert sein, z.B. Inosit, Sorbit oder D-Mannit, oder Hydroxygruppen 
durch Wasserstoff, z.B. Desoxyzucker, z.B. 2-De8oxy-D-ribo8e, 
L-Rhamnose oder L-Fucose, oder durch Aminogruppen, z.B. Aminozucker, 
z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin, ersetzt sein. 

» 

Ein Kohlehydrat R^ kann ebenfalls ein durch Umsetzung eines der 
genannten Mono- oder Disaccharide mit einem starken Oxydations- 
mittel, z.B. Perjods*aure, gebildetes Spaltprodukt sein. 
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Ein Steroidrest ist beispieleweiee cin Sterinrcst, der uber die 
in 3-SCellung des Steroidgeriists befindliche Hydroxygruppc mit der 
Phosphatidylgruppe (v = 1) verestert ist. 

Ein Sterinreet iet beiepielsveise Lanosterin, Sitosterini Kopro- 
Btanol, Cholestanol, Glycocholsaurei Ergoaterin oder Stigiiiasterin, 
vorzugsweise Cholesterin. 

Wenn einen Steroidrest darstellti sind Rj^ und R^ vorzugsweise 
Hydroxy und R^ ist Wasserstoff . 

Z hat die unter Formel I B genannten Bedeutungen und ist vorzugs* 
weise Natrium oder Kalium. 

In einen anionischen Tensid der Formel I C ist vorzugsweise m eins, 

Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, N-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl oder 
. n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) ,n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff oder Hydroxy, R^ 
Wasserstoff oder Niederalkyl, z.B. Methyl, R^ Niederalkyl, z. B. 
Methyl oder Aethyl, Niederalkyl substituicrt durch saure und 
basische Gruppen. z.B. Carboxy und Amino, z.B. «-Amino-o-carboxy- 
niederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy- 
n-propyl, Hydroxyniederalkyl , z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl , z.B. 2 , 3-Aethylendioxypropyl 
Oder 2,3-(2,2-Propylen)~dioxypropyl, Halogenniederalkyl, z.B. 
2-Chlor- Oder 2-Bromathyl, einen Kohlenhydratrest mit 5-12 C-Atomen, 
z.B. Inosit, Oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. 
Cholesterin und 2® Natrium oder Kalium. 

Ein anionisches Tensid der Formel I C ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lys phosphatidyl serins, z.B. das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphat idyl serins aus dem Rindcr- 
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hirn oder das Natrium- oder Kaliumaalz eines synthetischen Lyao- 
phosphatidylserins, «.B. Natrium- oder Kalium-l-myrisfoyl- oder 
-l-palmitoyllyBophosphatidyleerin, oder das Natrium- oder Kaliunsalz 
des Lysophosphatidylglycerina. 

In einera anionischen Tensid der Formel I D haben R^, R^, R^ und 2® 
die unter Formel IC genannten Bedeutungen. Das Kation 2® ist 
vorzugsweise Natrium oder Kalium. Das Was scrs toff atom an der 
Phosphatgruppe kann durch ein zweites Kation 2® oder das Hagnesium- 
ion ersetzt sein. 

In einem anionischen Tensid der Formel I D ist vorzugsweise R 
Alkyl, 2.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradccyl (Myristyl), 
n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl) , n-Heptadecyl oder n-Octadecyl 
(Stearyl), Alkoxy, z*B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy) , n-Tetradecyloxy 
(Myristyloxy), n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder n-Octadecyloxy 
(Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy 
Oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff oder Hydroxy und R^ Wasserstoff 
Oder Niedcralkyl, z.B. Methyl, und 2^ Natrium oder Kalium. 

Ein anionisches Tensid der Formel I D ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz ciner naturlichen Phosphatidsaure, z.B, 
Ei-Phosphatidsaure, das Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen 
Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-Lysophosphatidsaure, das Natrium- oder 
Kaliumsalz einer synthetischen LysophosphatidsSure, z.B. 1-Lauroyl-, 
1-Myristoyl- oder l-PalmitoyllysophosphatidsSure. 

Ein Lipid, welches in der wassrigen Phase dispergiert wird, ist 
beispielsweise eine Verbindung der Formel 



R3 (0) 



m 



OH 
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worin n, R^, R^, R^ und R^ die unter Formel I C genannten Bedeutun- 
gen haben, R^ ist ausserdem durch Triniederalkylamnionio, z.B. 
Trimethylammonio, odcr Amino Bubstituiertea Niederalkyl, «.B. 
2-Tr ime thy lammonioa thyl ( Choi iny 1 ) . 



Ein Lipid ist vorzugsweise ein Lipid der Formel (I C) worin m eina. 

und R^ Acyloxy, R^ Wasaerstoff und R^ 2-Triniethylainmonioathyl 
Oder 2-Aminoathyl daratellen. 

Ein solches Lipid ist z.B. ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei- 
Lecithin oder Lecithin aua Sojabohnen (R^ r 2-Trimethylanmionio- 
athyl), und ein natiirliches Kephalin. z.B. Ei-Kephalin oder Kephalin 
aus Sojabohnen (R^ = 2-AininoSthyl). 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide synthetische Lecithine (R^ = 
2-Trimethylammonioathyl) und synthetische Kephaline (R, = 2-Amino- 
Sthyl) der Formel (I C) bevorzugt, worin und identische 
Acyloxyreste, a.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy 
Oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, 
Dipalmitoyl-, Distearoyl-, Diarachinoyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, 
Dilinoleoyl-, oder Diarachinoyllecithin oder -kephalin, R^^ und R 
verschiedene Acyloxyreste, z.B. R^ Palmitoyloxy und R^ Oleoyloxy, 
z.B. l-Palinitoyl-2-oleoyl -lecithin oder -kephalin, R^ und R 
identische Alkoxyreste, z.B. Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy , z.B. 
Ditetradecyl-oder Dihexadecyllecithin oder -kephalin, R^ Alkenyl und 
Rj Acyloxy, z.B. ein Plasmalogen (R^ = Trimethylammonioathyl), oder 
Rj Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder Palmitoyloxy, und R^ Hydroxy, 
z.B. naturliches oder synthetisches Lysolecithin oder Lysokephalin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyl lysolecithin oder -kephalin, und 
Rj Wasserstoff darstellen. 



Ein geeignetes Lipid ist femer ein Lipid der Formel I C , worin 
eins ist, R^ einen Alkenylrest, R^ einen Acylamidorest, R^ Wasser- 
stoff und R^ 2-Triinethylainmonioathyl (Ch Unrest) darstellen. Ein 
solches Lipid ist unter dem Namen Sphingomyelin bekannt. 
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Ein geeignetes Lipid ist ausserdem ein Lysolecithin-Anal ges, z.B. 
l-Lauroyl-l,3-propandiol-3-phosphorylcholin, ein Monoglycerid , ».B. 
Monoolein oder Monomyristin, ein Cerebrosid, ein Cangliosid odcr 
ein Glycerid, welches keine freie oder veresterte Phosphoryl- oder 
Phosphonylgruppe in 3-Stellung enthSlt. Ein aolches Glycerid ist 
bcispielsweise ein Diacylglycerid oder l*Alkenyl-l-hydroxy-2- 
acylglycerid mit den genannten Acyl- bzw. Alkenylgruppeni %forin die 
3-Hydroxygruppe durch einen der genannten Kohlenhydratreste, s.B. 
einen Galactosylrest , verathert ist, z.B. ein Monogalactosyl- 
glycerin. 

Ein geeignetes Lipid ist ferner ein neutrales Lipid, welches in 
Zellmembranen enthalten und nur in apolaren organischen Losungs- 
mittelni z.B. in Chloroform, loslich ist. Neutrale Lipide sind 
beispielsweise Steroide, z.B. Oestradiol oder Sterine, z.B. Chole- 
sterin, B-Sitosterin, Desmosterin, 7-Keto-Cholesterin oder 
B-Cholestanol, fettlosliche Vitamine, z.B. Vitamin A, z.B. Vitamin 

Oder A^, Vitamin E, Vitmin K, z.B. Vitamin oder oder 
Vitamin oder D^. 

Die homogene Mischung besteht vorzugsweise aus einem Tensid der 
Formel I A, insbesondere N.N-Dimethyl-N-2-[2-(4-( 1,1,3, 3-tetra- 
methylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-athylammoniochlorid, N^Ben2yl-N,N-di- 
methy l-N-2-[2-(3-methyl-A-( 1,1, 3 ,3-tetramethylbutyl )-phenoxy )- 
athoxy]-athylammoniochlorid (Methylbenzethoniumchlorid) , n-Dodecyl- 
t rime thy lammoniochlorid oder -bromid, Trimethyl-n-tetradecylammonio- 
chlorid oder-bromid, n-Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder -bromid 
(Getyltrimethylammoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octa- 
decylammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethylaimnonio- 
chlorid Oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl- 
benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder 
-bromid), z.B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyldimethl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n- 
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ctadecylanunoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)-pyridiniochlorid 
Oder -broxnid, N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -brojnid, N-(n- 
TetradecyD-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexadecyl)-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(xi- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anioniachen 
Tensid der Formel IB, insbesondere Natrium oder Kalima-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat, -n-tetradecyl (myristyD-aulfat, -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl (stearyD-sulfat, Natrium- oder 
Kalium-n-dodecyloxySthylsulf at , -n-tetradecyloxyathylsulf at , 
-n-hexadecyloxyathylsulfat oder -n-^ctadecyloxyathylsulfat , oder 
einem anionischen Tensid der Formel I C, insbesondere Natrium- oder 
Kalium-2 , 2-dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydrogenphosphat , 
Natrium- oder Kalium-l-palmitpyllysophoaphatidylglycerin, 
Natrium- oder Kalium-l-palmitcyllysophosphatidylserin, und einem 
Lipid der Formel 1 C\ worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, 
Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R 
2-Trimethylammonioathyl, e.B. ein natixrlichcs Kephalin, z.B. 
Ei-kephalin-oder Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-Aminoathyl , z.B* 
ein naturliches Lecitin, e.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Soja- 
bohnen, bedeuten. 

Die waiter vom und im folgenden genannten Tenside und Lipide nit 
einem chiralen Kohlens toff atom konnen auch als racemische Mischungen 
Oder als optisch reine Enantiomere vorliegen. 

In der homogenen Mischung betragt das ungefahre Molverhaltnis 
inonisches Tensid zu Lipid ca. 0,1 bis ca. 2 zu 1, bevorzugt ca. 0,8 
bis ca. 1,2 zu 1. 

Die homogene Mischung, z.B. den zuvor hergestellten Film oder 
Schaum, dispergiert man atischliessend in wassriger Fhase, welche die 
zu verkapselnden Stoffe. z.B. Agrochemikalien, z.B. Schadlings- 
bekampfungsmittel, Duftstoffe, Hartungsmittcl, Farbstoffe oder 
pharmazeutischen Wirkstoffe, z.B. Peptide, z.B. Muramyl pep tide, in 
gel*'ster, koll ider oder suspendierter Form Tenside cnthalt. 
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Man dispergiert beispielsweise durch Schiitteln oder Riihren der 
wKssrigen Phase , welche die zuvor hergestellte honogene Mischung 
enthalt, Dabei findet die Bildung von unilamellar en Liposomen (KUL) 
und (GUL) spontan (spontaneous vesiculation) , d.h. ohne zusatzliche 
Energiezufuhr von aussen und mit grosser Geschwindigkeit statt. Die 
Konzentration an Tens id. Lipid und Einschlussverbindung kann erhblit 
verden, bis die kritische Mizellbildungskonzentration (cnc) des 
betreffenden ionischen Tensids in der betreffenden wassrigen Phase 
erreicht ist. 

Oberhalb der kritischen Hlzellbildungskonzentration werden bevorzugt 
Mizellen geildet. Dieser Vorgang ist in vielen Fallen durch Ver- 
schvinden der OpaleszenZi z.B. Rlarverden der wassrigen Phase, 
erkennbar. Die cmc ist eine variable Richtgrosse fur die Menge eines 
ionischen Tensids, welche mn in einen bestimnten Volumen Wasser 
unter Vermeidung von Hizellbildung dispergieren kann. Auf den 
Zahlenwert der cmc hat die Struktur des hydrophoben Rests des 
Tensids Einfluss: Je grosser die Kettenlk'ngei desto niedriger der 
cmc-Wert. Raumbeanspruchende Substituenten im hydrophoben Rest, z.B. 
ein aromatischer Rest, setzen die cmc ebenfalls herab. Funktionelle 
Gruppen, z.B. Doppelbindungen, welche den hydrophoben Charakter des 
hydrophoben Restes abschwachen, erhohen die cmc. Diese wird ferner 
von samtlichen dispergierten und gelosten Bestandteilen in der 
wassrigen Phase beeinflusst, z.B. durch Gegenionen, zusatzliche 
Lipide, Art des zu verkapselnden Wirks toffs etc. Der Zahlenwert der 
cmc lasst sich nur experimentell fur das betreffende System ermit- 
teln und zwar indirekt durch elektrochemische Verfahreni z.B. 
Leitfahigkeitsmessungen oder potentiometrische Bestimmung der 
Gegenionen mit Hilfe einer geeignete Elektrode, durch Hessung der 
Ueberfuhrungszahl , der Oberflachenspannung, Hessung von kolligativen 
Eigenschaften wie Dampfdruckemiedrigung, Gefrierpunktsemiedrigung 
und osmotischer Druck, Hessung der Dichtet des Br echungs index, der 
Absorption von UV- und IR-Licht, der Solubilisation loslicher und 
unloslicher Farbstoffe, der Lichtstreuung, der Flu reszenzpolari- 
sat ion und der ViskositSt. Diese Eigenschaften erfahren bei £r- 
reichen der cmc eine deutliche Aenderung. So ist die Oberflachen- 
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spannung in Abhangigkeit von der Konzentration des ionischen Tensids 
bis zam Erreichen der cmc durch eine Btarke Abnahme gekennzeichnet, 
oberhalb der cmc bleibt die Oeberflachenspannung praktiech konstant. 
Es wird auf die Ausfiihrung in Stache H. , Tensidtaschenbuch, Hanaer, 
1981, verwiesen, incbeaondere S. 26, 3.1. "Methoden zur cmc-Bestim- 
nung" imd S. 28, 3.2. "Abhangigkeit der cmc von verachiedenen 
Parametem". Spezifische cmc-Werte, s.B. fiir Dodecylpyridiniun- 
bromid, sind in Adderson J.B. and Taylor H., J. Colloid. Sci. 19, 
495 (1964) angegeben. Ist die cmc uberschritten, kann man durchVer- 
dunnen der wSssrigen Phase mit Wasser die cmc wieder unter- 
schreiten. Aus Mizellen bilden sich dann reversibel unilanellare 
Liposomen. 

Wassrige Phasen mit einem pH-Wert hoher als ca. 8 verden nach der 
Dispersion neutral isiert , z.B. auf den physiologischen pH-Wert von 
7,2. Die Heutralisation ist notwendig, um eine Zerstorung des 
Wirkstoffs nnd/oder der Liposomen unter basischen Bedingungen zu 
vermeiden und um die physiologische Vertraglichkeit der applizier- 
baren wSssrigen Phase mit der Liposomenmischung zu gewahrleisten. 
Man neutralisiert mit einer physiologisch vertraglichen Saure Oder 
einer Pufferlosung mit einem pH-Wert von 7 bis 8. Physiologisch 
vertragliche Sauren sind beispielsweise verdunnte wassrige Mineral- 
sSuren, z.B. verdiinnte SalzsSure, Schwefelsaure oder Phosphorsaure , 
Oder organische SSuren, z.B. Niederalkancarbonsauren, z.B. Essig- 
sSure. 

Wassrige Phasen mit kationischen Tensiden der Formel lA kSnnen sauer 
reagieren. Diese neutralisiert man durch Zugabe von verdiinnten 
wSssrigen Basen, z.B. verdiinnter wassriger Natronlauge oder Kali- 
lauge Oder mit einer Pufferlosung vom pH-Wert 7 bis 8. 

Man arbeitet zweckmSssigerweise bei Raumtemperatur oder auch bei 
hoheren Teaperaturen , z.B. bis ca. 60*C, und unter Riihren oder 
Schutteln. Falls es die Empfindlichkeit des zu verkapselnden 
Wirkstoffs verlangt, fiihrt man das Verfahren unter Kiihlen und 
gegebenenfalls Inertgasatmosphare, z.B. Stickstoffatmosphare, 
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durch. Die so erhaltlichen Lip somen sind in wassriger Phase relativ 
lange (bis zu mehreren Tageii) bestandig. Wassrige Phasen mit 
erfindungsgemass herstellbaren unilamelaren Liposomen konnen nach 
dem in der Europk'ischen Patentanmeldung 00 65 292 angegebenen 
Verfahren lagerungsfahig gemacht warden. 

Die Grb'sse der gebildeten unilamellaren Liposomen ist u.a. von der 
Struktur der Tenside und der Lipidkomponenten, dem Mischungsver- 
hSltnis der Komponent, der Konzentration dieser Komponenten in der 
wassrigen Phase und von der Menge and Struktur des eu verkapselnden 
Wirkstoffs abhangig. So kann nan beispielsweise durch ErhShung der 
Konzentration der Tensidkonponenten wk'ssrige Phasen mit einem hohen 
Anteil an kleinen oder grossen unilamellaren Liposomen herstellen. 
Zusatzlich zu KUL entstehen auch grosse unilamellare Liposomen 
(GUL-Durchmesser bis zu 50,000 A), Diese schliessen grSssere 
Volumina pro Mol eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich 
zur Verkapselung von voluminosen Materalien, z.B. Viren, Bakterien 
Oder Zellorganellen. 

Die Trennung der KDL von GUL erfolgt mittels herkomml icher Trenn- 
nethoden, z.B. Gelfiltration, z.B. nit Sepharose 4B oder Sephacryl 
als TrKger, oder durch Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge 
z.B. bei 160,000 X g. Beispielsveise setzen sich nach nehrstundigem, 
ca. dreistiindigem, Zentrifugieren in diesem Schwerefeld GUL ab, 
wahrend die KOL dispergiert bleiben und dekantiert werden konnen. 
Nach mehrmaligem Zentrifugieren erreicht man eine vollstandige 
Trennung der GUL von KUL. 

Auch durch Gelfiltration kann man alle in der wassrigen Phase 
befindlichen Liposomen mit einem Durchmesser grosser als 600 A, z.B. 
GUL Oder multilamellare Liposomen, sowie nicht verkapselte Wirk- 
stoffe und UberschSssige, dispergierte Lipide abtrennen und so eine 
wSssrige Phase nit einer Fraktion KUL von relativ einheitlicher 
GrSss erhalten. 
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Nach Abtrennung von grossen unilamellaren (GUL) und multilamellaren 
Liposomen mit einer der genannten Hethoden l&set sich die erfolgte 
Bildung von kleinen unilamellaren Liposomen und ihr Gehalt in 
waesriger Phase in an aich bekannter Weise anhand verschiedener 
phyaikaliacher Messmethoden nachweiseni z.B. mit gefriergebrocheneh 
(freeze fracture) Proben und Dunnschnitten im Elektronenmilcroskop 
Oder durch Rontgendiffraktion, durch dynamische Lichtstreuungt durch 
Massenbestimmung dea Filtrata in der analytischen Ultrazentrifuge 
und vor allem spektroskopisch , z.B, im Kernresonanzspektrum (^H,^^C 
und p). So ergeben beiapielsweise scharfe Signale mit schmaler 
Linienbreite im Kernresonanzspektrum einen Hinveia auf erfolgte 
Bildung von unilamellaren Liposomen mit einem Durchmesser kleiner 
als ca. 1000 L Scharfe Signale bei 6 ca, 0,89 ppm (-CH^), 6 ca. 
1,28 ppm (-CH^-) und 6 ca. 3,23 ppm ("NCCH^)^) sind z B. fur 
verfahrensgemass erhaltene unilamellare Liposomen mit Phosphatidyl- 
cholin als Bestandteil charakteristisch. Im Kernresonanzspektrum 
sind solche Signale fur unilamellare Liposomen typisch und unter* 
scheiden sich von gemiechtcn Mizellen, z.B. aus Phospholipiden, z.B. 
Lecithin, und Tensiden, z^B. Cetyltrimethylammoniumbromid. Fur 
gemischte Mizellen mit diesen Komponenten ist ein Methylsignal bei 6 
ca. 0,89 ppm charakteristisch, welches zu einem Triplett aufgespal- 
ten ist und eine wesentlich geringere Linienbreite hat als das 
Methylsignal (Singlett) (ebenfallsbei 5 ca. 0,89 ppm) das von 
unilamellaren Liposomen stammt. 

Die erfindungsgemass erhaltlichen Liposomen (KUL und GUL) sind 
geeignete Tragersystem, welche in wassriger Phase zur Solubili- 
sierung von lipophilen Stoffen, z.B. fettloslichen Farbstoffen, zur 
Stabilisierung von hydrolyseempfindlichen Stoffen, z.B. 
Prostaglandinen, zum Einschluss von Schadllngsbekampfungsmitteln, 
z.B. zur Veranderung des Wirkungsprofils von Dichlorphos, zum 
Einschluss von Nahrungsmittelzusatzen, z.B. zwecks Aenderung des 
Adsorptionsverhaltens von Vitaminen oder Farbstoffen. oder zur 
Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, Enzymen, Antikb'rpern, 
Hormonen, Genen, Viren, Vitaminen oder Zellorganellen in die Zellen 
einer Zellkultur verwendet werden konnen. 



0102324 



- 23 - 

Wassrige Phasen, welche die erf indungsgemass erhalt lichen Liposome 
mit verkapselten Wirkstoffen enthalten, sind Verbreichungssysteme, 
welche sich, gegebenenfalls nach Konzentrierung oder Isolierung der 
Liposomeiii z*B. durch Ultrazentrifugiereng zu therapeutischen 
Zwecken fur die orale (p.o«)t parenterale (i.v.* £«in, oder i.p«) 
Oder topikale Verabreichung eignen* 

Bel oraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Liposomen- 
basis einen Wirkstoff | beispielsweise Insuliiit das im Verdauungs- 
trakt unbestSndig istf schutzen oder seine Resorption verbessern. 
Fur die orale Verabreichung kann die Liposooen-haltige vSssrige 
Phase mit pharmazeutisch unbedenklichen Verdiinnungsmlteln oder 
Tragern oder mit tiblichen Zusatzen, z.B. Farbstoffen oder Ge-* 
schmacksstof fen, vermischt und als Sirup oder in Form von Rapseln 
verabreicht werden. 

Bel parenteraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf 
Liposomenbasis beispielsmise die Verweilzeit z.B. von Desferriox- 
amin, siehe Guilmette R.A. et al.. Life Sci. 22 (4) 313-320| 1978, 
Oder Gentamycin, siehe Scheld W.M. et al., Clin.Res. 26, 19o. 1, 59 

A, 1978, in einem Organismus verl^ngern. Ebenso wird die Verweilzeit 
von verkapselten Chelatbildern, z.B. EDTA (Aethylendiamintetra- 
essigsSure), in Organismen verlangert, so dass man durch Chelat- 
bildung Schwermetalle besonders aus Leber, Hilz oder Hieren ent* 
fernen kann, siehe Rahmann et al, Science, Vol 180,300-302, 1973, 
und J. Lab.Clin* Med. 640-647, 1974. Mit Verabreichungssysteznen auf 
Liposomenbasis kann man Wirkstoffe im Myokard anreichem, siehe 
Landesmann et al. Science Vol. 198, 737-738, 1977. Antiinflam- 
matorisch wirkende Stoffe, z.B» Cortisol, siehe Nature 271, No. 
5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, siehe Anal. Biochen. 
89, No. 2, 400-07, 1978, kann man in der Gelenkflussigkeit und 
CytoBtatika in Tumorgewebe, siehe Uebersichtsartikel von Kaye St. 

B. , Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die vielen darin 
zitierten Literaturstellen, anreichern. Manche Chemother apeutika in 
der Rrebstherapie sind weniger toxisch und besser vertraglich, wenn 
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sie in Lipos men verkapselt verabreicht werden, z.B. liposom- 

verkapseltes Actinoinycin D, siehe Rahman et al, Proceedings of the ' 

Society for Experimental Biology and Medicine 146, 1173-1176, 1974, 

Methotrcxat, siehe Lesermann L.D. et al. Proc. Katl. Acad. Sci. 77, 

No. 7, 4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 

Arabinosid, siehe Huhlensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 

1602-07, 1981. Liposomen kBnnen sur Einschleusung von Wirkstoffen, 

z.B. Enzymen, Feptidhormonen, Genen oder Viren in das Cytoplasma von 

Zellen in lebenden Organismen, «.B. zur Einschleusung von 

Asparaginase, siehe Uebersichtsartikel von Finkelstein H. und 

Weissmann, G., J. Lipid Research, Vol. 19, 1978, 289-303, von 

Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. und Ryman B.E., Eur. 

J-Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neurominidase, siehe Gregoriadis 

et al., Biochem. J. (1974) 140, 232-330, zur Verankerung spezi- 

fischer Erkennungsmolekule, z.B. monoklonaler Antikorper, zwecks 

zielgerichteter Einschleusung in definierte Zielzellen, siehe 

Leserman et al., Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur Immun- 

stimulation als Adjuvans bei Impfungen, z.B. gegen Leishmaniasen, 

siehe New R.R.C. et al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur 

induzierten Freisetzung von Wirkstoffen durch Signale wie Tempera- 

turerhohungen, z.B. in entzundetem Gewebe, oder pH-Wert Aenderungen 

verwendet werden. Fur die parenterale Vcrabreichung konnen die 

konzentrierten oder isolierten Liposomen in einer geeigneten 

Tragerflussigkeit, beispielsweise in sterilcm destilliertem Wasser 

Oder in physiologischer Kochsalzlosung, suspendiert werden. 

Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten 
Die Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten kann in 
an sich bekannter Weise erfolgen. Beispielsweise lost man zunachst 
das Tensid der Formel lA, z.B. Cetylpyridiniumchlorid und das Lipid, 
z.B. Ei-Lecithin, gegebenenfalls unter Zumischung eines lipophilen 
Wirkstoffs, z.B. Proteins, das bei der Bildung der Liposomen in der 
Lipidschicht eingeschlossen wird, in einem organischen Lb'sungs- 
mittel auf. Durch Entfemen des organischen Losungsmittels, am 
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zweckmassigsten im Vakuum oder durch Abblasen mlt InertgaSi s.B. 
Stickstoffi stellt nan eine aus einem Film bestehende homogene 
Schicht der Lipidkomponenten her* 

Die Auswahl des betreffenden Losungsmittele ist von der Loslichkeit 
der betreffenden Lipidkomponenten darin abhangig. Geeignete Losungs- 
mittel sind beispielsweis^ unsubstituierte oder substituierte, r.B. 
halogenierte, aliphatische, cycloaliphatieche, aromatische oder 
aromatisch-aliphatische Kohlenwasserstoffe, z.B. Benzol, Toluol, 
Methylenchlorid oder Chloroform, Alkohole, z.B. Methanol oder 
Aethanol, NiederalkancarbonsSureesteri z.B. Essigsaureathylester, 
Aether, z.B. DiMthylSther, Dioxan oder Tetrahydrofuran, oder 
Mischungen dieser Loaungsmittel. 

Eine homogene Mischung kann man auf die in der DE-A 28 18 655 
beschriebene Veise durch lyophilisieren aus organischer Losung 
herstellen. Man erhalt die homogene Schicht in Form eines Schaums. 

Die in der Beschreibung erwahnten ionischen Tenside, z.B. die 
kationischen Tenside der Formal lA und die anionischen Tenside der 
Fonael IB sind bekannt. Die Herstellung dieser Tenside ist in dem 
Standardwerk "Cationic surfactants" von Eric Jungermann, Dekker, 
New York 1970, beschrieben. Eine Debersicht liber samtliche im Handel 
befindlichen anionischen und kationischen Tenside, sowie die 
Warenzeichen, unter denen diese Tenside von den Herstcllerfirmen 
vertrieben werden, gilt das jShrlich neu erscheinende Handbuch 
"Mc Cutcheon*8, Bmulsifiers & Detergents", Manufacturing 
Confectioner Publishing Co. Die Tenside der Formeln I B und I C sind 
bekannt oder konnen falls sie neu sind, in an sich bekannter Weise 
nach den im Standardwerk von Knight C.G. , Liposomes, Elsevier 1981, 
Kapitel 3, angegebenen Vorschriften hergestellt werden. Die weiter 
vorn genannten Lipide sind bekannt und grosstenteils handelsiiblich. 

Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung, ohne sie zu 
beschranken. Temperaturen sind in Grad Celsius und chemische 
Verschiebungen (6) im NMR-Spektrum in ppm angegeb n. 
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Beispiel 1; Han lost 10 rag Ei-Lccithin und 0,05 mg Cetyltriraethyl^ 
ammoniumbromid in 2 ml einer Chloroform/ Kethanol-Mischuug (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum iin Ro tat ionsver damp fer ein. Zur 
Bildung von unilamellaren Liposomen dispergiert nan bei Raum- 
temperatur den filmartigen Ruckstand in 1 ml Wasser durch 5-10 
Minuten langes Schutteln. Man crhSlt eine leicht opalesaierende, 
wiEsarige Phase. 

Die erfolgte Bildung von klcinen unilamellaren Liposomen ist im 
NMR-Spektrum durch die Signalc 6 = 1,28 (Methylen). 6 = 0,86 
(Methyl) und 6 = 3,25 (-N(CH^)2) erkennbar. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen konnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar gemacht werden- Die Liposomendispersion wird zunachst der 
iiblichen Gefrierbruchmethode (freeze-fracture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich zwei "Populationen" von unilamellaren Liposomen vor, 
die sich durch ihre durchschnittliche Grosse unterscheiden: 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von ca. 
200-600 k und 

2. Grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem Durchmesser von ca. 
1,000 - 10,000 L 

Beispiel 2: Analog Beispiel 1 Ib'st man pro Versuch 10 mg Ei-Lecithin 
und eine steigende Menge Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB, siehe 
Tabelle) in je 2 ml einer Chlorofonn/Methanol-(2:l)-Mi8chung. dampft 
ein und dispergiert in Wasser. Man erhalt cine opaleszierende 
wassrige Phase, welche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) uni- 
lamellaren Liposomen besteht. 
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Tabelle 1; 

Konzentration Ausbeute KDL 



Versuch Nr. CTAB fg/ll Tfi 

1 0,1 10 

2 0,2 10 

3 0,5 10 

4 1,0 10 

5 2,0 12 

6 5,0 14 

7 7,0 20 

8 10,0 40 

9 15,0 70 



Beispiel 3 ; Man Ib'st pro Versuch 10 ng Ei-Leeithin und eine 
steigende Menge Cetylpyridiniunchlorid (CPC, siehe Tabelle 2) oder 
Benzalkoniumchlorld (BAG, siehe Tabelle 3) in je 2 ml einer 
Chlorofonn/Methanol - (2:1) - Mischung, dampft diese Lb'sung in 
Vakuum ein und dispergiert in 1 ml Wasser durch funf bis zehn 
Minuten langes Schutteln. Man erbSlt eine opaleszierende, wassrige 
Phase, welche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) unilamellaren 
Liposomen besteht. 

Tabelle 2: 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 

CPC Pg/ii nn 

1 1,0 10 

2 1,5 15 

3 2.0 20 
A 2,5 20 

5 3,0 25 

6 3,5 30 
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Tabelle 3: 



Versuch Nr. Ronzentration Ausbeute KDL 

BAG fg/ii rn 

1 0,5 2 

2 1,0 5 

3 2,0 5 
* 3,0 10 

5 5,0 15 

6 10,0 60 



Beispiel 4; Man ISst pro Versuch 10 mg E£-Ueithin und eine 
steigende Menge an Texapon N 25» (NatriumlaurylSthersulfat, 
siehe Tabelle 4), Octadecylphospho-D-mannit (OPM, siehe Tabelle 5) 
Oder Natriumdodecylsulfat (SDS, Tabelle 6) in je 2 ml einer 
Chloroform/Metanol-(2:1)-Mi8chung, dampfc diese LSsung im Vakuum 
ein und dispergiert in 1 ml Waaser durch ffinf bis xehn Minuten 
langes Scbiitteln. Man erhalt eine opaleszierende, wa'ssrige Phase, 
welche aus kleinen (KDL) und groasen (GUL) unilamellaren Liposoaen 
besCeht. 

Tabelle 4i 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KOL 
Texapon N 25 fg/ll ffl 

1 1,0 2 

2 2,0 5 

3 3,0 5 
* 4.0 10 
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label le 5 t 

Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KDL 

0PM Fg/il m 

1 1,0 10 

2 2,0 15 

3 3,0 20 

Tabelle 6; 

Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 





SDS Te/n 


m 


1 


1,0 


5 


2 


2,0 


8 


3 


3,0 


10 


4 


4,0 


12 


5 


5,0 


15 


6 


6,0 


15 


7 


7,0 


20 


8 


8,0 


30 


9 


9.0 


35 



Beispiel 5 ; Man lost Jewells eine Gesamtmenge von 10 mg cnthaltend 
den in den Tabellen 1-3 angegebenen Anteil an Natriuin-2,2-dimethyl- 
3-palmitoyloxypropylhydrogenphosphat (Tabelle 7), Natrium-1- 
palmitoyllysophosphatidylglycerin (Tabelle 8) und Natrium-l- 
palnitoyllysophosphatidylserin (Tabelle 9) und die entsprechende 
Menge Ei-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chloroform/^ethanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Losung im Rotationsverdampfer ein. An- 
schliessend dispergiert man den filmartigen Riickstand in 1 ml 
destilliertem Wasser und neutralisiert durch Zugabe von 0,1 N 
Natriunhydroxid-Losung. Han erhalt eine opaleszierende wSssrige 
Phase. 
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Tabelle 7: 



Konzentration 



Ausbeute 



Versuch Nr. 


Tensid Tr/iI 




• 

1 


0.5 


7 


2 


1.0 


13 


3 


1.5 


19 


A 


2,0 


23 


5 


2,5 


26 


6 


3,0 


30 


7 


4,0 


37 


8 


5,0 


60 


9 


6,0 


83 


10 


7.0 


90 


11 


8,0 


95 


12 


9.0 


100 


13 


9.5 


100 



Bei einen Anteil von mehr als 60 t Tensid enthalten die 
KUL-Fraktionen ausBerdem kleine Mizellen aus lipid und Tensid. 



Tabelle 8: 



Versuch Hr- 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 



Konzentration 
Tensid r^/l*] 



1.0 

1.5 

2.0 

2,5 

3.0 

3.5 

4,0 

4.5 

5,0 

6,0 



Ausbeute 



6 
10 
15 
17 
20 
25 
27 
30 
33 
40 
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Tabelle 9: 



Versuch Nr. 



1 
2 
3 
4 
5 
6 



Konzentration 
Tens id Ig/l'l 



1 
2 
3 
4 
5 
6 



Ausbeute 



5 
8 
13 
18 
20 
25 



Beispiel 6 ; Man lost 3 mg eines in der Tabelle 10 genannten Tensids 
und 7 mg Ei^-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chloroform/^ethanol 
Hischung (2:1) und dampft diese Losung ein. Der filnartige Ruckstand 
vird in 1 ml Wasser dispergiert. Anschlieasend neutralisiert man 
durch Zugabe von 0|1 N NatriumhydroxidlSsung. Man erhalt eine 
opaleszierende I wSssrige Phase. 



Tabelle 10: 

Tens id Ausbeute TSf KUlI 

2- Hydroxyathyl-3-palmitoyloxypropylphosphat 20 

2 . 2- Biinethy 1-3-palmitoy loxypr opylhydrogcn- 

phosphat 50 

3- Cctyloxypropyl-2-hydroxyathylphosphat 29 

2- Bromathyl-cetylpho8phat 30 
n-Eicosyl-'2|3-*(2|2-'propylen)-dioxypropylpho8phat 18 

3- Stearyloxypropylhydrogenpho8phat 8 

2 . 3- Dihydroxypropy l-myristylphosphat 34 
3-Cetyloxypr pylhydrogenphosphat 19 
2,3-Dihydroxypropyl-ni'-eico8ylphosphat 8 
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Cetyl-2 , 3-dihydroxypropylphosphat £5 
Methyl-3-stearoyloxypropylpho8phat 45 



Beispiel 7 s Man ISst 20 mg (0,026 inMol) Sojalecithin, 1 mg (0,76 
pMol ) N-Acetylinuramyl-L-alanyl-2-(l * , 2 •--dipalinitoyl-sn-glycero-3 •- 
phosphoryl)-athylamid und 5 mg n-Hexadecylpyridiniumchlorid in 2 ml 
einer Chloroform/Methanol--Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Rotationsverdampfer ein. Der filmartige Riickstand wird in 3 ml 
destilliertem Wasser funf Minuten lang geschiittelt. Man erhSlt eine 
opaleszierende, wassrige Phase. Man puff art anschliessend die 
wassrige Dispersion durch Zugabe von 0,2 ml eines rehnfachen 
Konzentrats von Pho8phat-gepufferter,i80toni8cher Kochsalzlb'sung 
(PBS fur Injektionszwecke) auf den pH-Vert von 7,4 ab. 

Beispiel 8; Man Ib'st 30 mg (0,04 mMol) Sojalecithin, 2 mg (0,004 
mMol) Flumethason-21-pivalat und 8 mg (0,002 mMol) n-Hexadecyl- 
pyridiniumchlorid in 3 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losung im Rotationsverdapfer ein. Der filmartige 
Riickstand wird in 3 ml destilliertem Wasser fiinf Minuten lang 
geschiittelt. Man erhalt eine opaleszierende, wassrige Phase. 
Anschliessend puffert man wie im Beispiel 7 beschrieben auf den 
pH-Wert von 7,4 ab. 

Beispiel 9 ; Man lost 30 mg (0,040 mMol) Sojalecithin und 15 mg 
(0,042 mMol) Lanette E • (Katrium-stearyl- oder palmitylsulfat) in 
8 ml einer tert-Butanol/Methanol Mischung (4:1) bei 70* und dampft 
diese LSsung im Vakuum ein. Der filmartige Riickstand wird mit 3 ml 
destilliertem Wasser fiinf Minuten lang geschiittelt. Man erhalt eine 
opaleszierende, wassrige Phase, welche man wie im Beispiel 7 
beschrieben auf den pH-Wert von 7,4 abpuffert. 



Beispiel 10 ; Man lost 20 mg (0,026 mMol) Sojalecithin, 1 mg 
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(0,76 Mol) N-Acetylinurainyl~L-alanyl-2-(r,2'-dipalmitoyl-8n- 
glycero-3*-phosphory l)-athylamid und 10 xng (0,028 inMol) Lanette E • 
in 6 ml einer tert-Butanol/Mcthanol Mischung (4:1) bei 70* und 
dampft diese Losung im Rotationsverdampfer ein. Der filmartige 
Riickstand wird in 2 ml destilliertem Wasser 5 Minuten lang ge- 
schtittelt. Han erhalt eine opaleszierende, wassrige Phase. 

Diese wird in eine geruhrte Dltrafiltrationszelle (Amicon 
eingefullt, die anstelle des Ultrafilters nit einem geradporigen 
Filter aus Polycarbonat (Nucleopore •) mit einem Porcndurchmesser 
von 0,1 versehen ist und partikelfrei gewaschen wurde, und unter 
geringem Deberdruck und stetiger Zufuhr von sterilfiltrierter 
Puffer losung nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) so filtriert, 
dass das Volumen in der Zelle nicht unter 30 ml sinkt. Nach Durch- 
tritt von 0,3 1 Filtrat sind alle KUL abgetrennt und die uber- 
stehende Dispersion an GUL kann ampul liert und fur Behandlungs- 
versuche eingesetzt werden. 

Beispiel 11 : Man lost 30 mg (0,04 mMol) Sojalecithin, 4 mg (0,081 
mMol) Flumethason-'21-pivalat und 10 mg (0,028 mMol) Lanette E • in 
6 ml einer tert-Butanol/Hethanol Mischung (4:1) bei ca. 70* und 
dampft diese Losung im Rotationsverdampfer ein. Der filmartige 
Ruckstand wird in 3 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Man erhalt 
eine opaleszierende, wassrige Phase. Nach Einfiillen in eine geruhrte 
Filterzelle (Totalvolumen 100 ml) gemass Beispiel 10 wird unter 
Zugabe von sterilem, partikelfrei filtriertem Vasser so lange 
filtriert, bis 500 ml Filtrat gesammelt sind. Dieses Filtrat wird in 
eine geruhrte Filterzelle, die mit einem Ultrafilter, z.B. Amicon U 
10 bestiickt ist, kontinuierlich eingespeist und auf ein Volumen 
von 30 ml konzentriert . Die konzentrierte Dispersion enthalt kleine, 
unilamellare Liposomen und kann nach Zugabe eines Konzentrats von 
Phosphatpuffer nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) ampul liert und 
fUr Behandlungsversuche eingesetzt verden. 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen in wassri- 
ger Hiaec, dadurch gekennzeichnet , dass nan eine homogene Mischung 
elnes ionischen Tens ids und eines Lipids in wassriger Phase bei 
einer Konzentration niedriger als die kritische Misellbildungs- 
konzentration (cmc-critical micelle concentration) des Tensids in 
der betreffenden Phase dispergiert und, wenn notvendig, die crhalt- 
liche %8Sssrige Phase neutraliaiert und, wenn erwiinscht, die erh'alt- 
lichen unilamellaren Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Mischung eines anionischen oder kationischen Tensids 
dispergiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Mischung eines kationischen Tensids der Formel: 



R 
I* 

r (I A). 

/I\ 



SI h 

c 

vorin R einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstoffrest , 
a 

Rj^ Niederalkyl, Phenylniederalkyl oder Hydroxy;, R^ und R^ Nieder- 
alkyl Oder ^ und R^ zusammen mit dem Stickstof fatom einen gegebe- 
nenfalls an einem Kohlenstof fatom substituierten, aliphatischen 
Heterocyclus und Niederalkyl oder R^, R^ und R^ zusammen mit dem 
Stickstof fatom einen gegebenenfalls an einem Kohlenstof fatom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus und Y ein Anion dar- 
stellen und eines Lipids dispergiert. 
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4. Verfahrcn nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dass man eine 
hoiDOgene Mischung von N-Benzyl N,N-diinethyl-N-2-[2-(4-(l , 1 , 3, 3- 
tetrainethylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-athylaimBoniochlorid, N-Benzyl- 
N,N-diinethyl-M-2-[2-(3-methyl-4-( 1 ,1,3, S-tetramethylbutyl )-phenoxy)- 
MthoxyJ-athylammoniochlorid (Methylbenzethoniunchlorid) , n-Dodecyl- 
trimethylammoniochlorid oder -bromid, Trlinethyl-n-tetradecyl-- 
ammoniochlorid oder -bromid, n-Hexadecyltrimethylanmoniochlorid oder 
-bromid (Cetyltrimethylamnoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethyl* 
ammoniochlorid oder -bromid, Aethyldiraethyl-n-tetradecylammonio- 
chlorid oder -bromid, Aethyl-n-hexadecyldimethyl ammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyldimethyl-n-octadecyl ammoniochlorid oder -bromid, 
n-Alkyl-benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoninm- 
chlorid oder -bromid), z.B, Benzyl-n-dodecyldimethyl ammoniochlorid 
Oder bromid, Benzyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyl- 
dimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder 
-bromid, N-(n-Tetradeyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexa- 
decyD-pyridiniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder 
N-(n-Octadecyl)-pyridiniochlorxd oder -bromid oder eine Mischung von 
diesen Tensiden und eines Lipids dispergiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man cine 
homogene Mischung eines anionischen Tensids der Formel: 

a) eine Verbindung der Formel: 

worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstoffrest , 
A Niederalkylen, m null (direkte Bindung) oder eins, B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe und Z® ein einwertiges Ration darstellen, oder 
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b) eine Verbindung der Foznel: 
I II 

Rl-CHj-C-Caij-O-P-O-R^ 2® (xc), 

worin m null oder eins ist, einer der Reste R^ und R^ Wasserstoff, 
Hydroxy, Hiederalkyl nit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy Oder Acyloxy mit je 10-20 C-Atomen, R 
Wasserstoff oder Hiederalkyl nit 1-4 C-Atomen und R^ gegebenenfalls 
substituiertes Hiederalkyl nit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydratrest 
nit 5-12 C-Atomen oder, wenn beide Reste R^ und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und 2* ein ein- 
yertiges Kation bedeutet, oder 

c) eine Verbindung der Formel 

R, 0 

I II 
Rj - CHj - C - CH^ - 0 - P - OH Z® (i d). 

Rj 0® 

worin R^, R^. R^ und 2® die unter Fomel (I C) genannten Bedeutungen 
haben, und eines Lipids dispergiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , dass man eine 
homogene Mischung enthaltend ein Alkalimetallalkylsulfat (m = o), 
z.B. Hatrium oder Kalium-n-dodecyl (lauryD-sulfat, -n-tetradecyl 
(myristyD-sulfat, -n-hexadecyl (cetyD-sulfat oder -n-octadecyl 
(stearyl)-sulfat, ein AlkalimetallalkylHthersulfat (n = 1), z,Ji. 
Natrium- oder Kalium-n-dodecyloxyathylsulfat, -n-tetradecyloxy- 
athylsulfat, -n-hexadecyloxySthylsulfat oder -n-octadecyloxy- 
athylsulfat Oder , ein Alkalimetallalkansulfonat, z.B. Natrium- oder 
Kalium-n-dodecansulfonat, n-tetradecansulfonat, n-hexadecansulfonat 
Oder -n-dodecansulfonat, das Natrium- oder Kaliumsalz des Lyso- 
phosphatidylserins, z.B. das Natrium- oder Kaliumsalz des Lyso- 
phosphatidylserins aus dem Rinderhirn oder das Natrium- oder 
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Kaliumsalz eines synthetischen Lysophosphat idyl sci ins, z.h. Natrium- 
oder Kaliura-l-myristoyl- oder -1-palmitoyl lysophosphat idylserin, 
Oder das Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphat idylglycerins, 
Oder Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen PhosphatidsSurc, 
z.B. Ei-Phosphatidsaure, das Natrium- oder Kaliumsalz einer 
naturlichen Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-Lysophosphatidsaure, das 
Natrium- oder Kaliumsalz einer synthetischen Lysophosphatidsaure, 
z.B. 1-Lauroyl-, 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyl lysophosphat idsaure, 
Oder einer Mischung von diesen Tensiden und eines Lipids disper- 
giert. 

?• Verfahren nach einem der Anspruche 1-6 , dadurch gekennzeichnet , 
dass man als Lipid eine Verbindung der Formel 



(0) 



3 um 



- CH^ - C - CH^ 0 - P - tf - (I c«), 

R2 OH 

worin m, R^^, R^, R^ und R^ die unter Formel I C genannten 
Bedeutungen haben und R^ ausserdem durch Triniederalkylammonio 
oderAmino substituiertes Niederalkyl ist, dispergiert. 

8* Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
Lipid ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus 
Sojabohnen (R^ = 2-Trimethylammonioathyl) , ein naturliches Kephalin, 
z.B. Ei-Kephalin oder Kephalin aus Sojabohnen (R^ = 2-Aminoathyl), 
ein synthetisches Lecithin (R^ = 2-Trimethylammonioathyl) oder ein 
synthetisches Kephalin (R^ r 2-Aminoathyl) der Formel (I C') 
bevorzugt, worin Rj und R^ identische Acyloxyreste, z.B. Lauroyloxy, 
Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B. 
Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, Disteararoyl-, Biarachin- 
oyl-, Bioleoyl-, Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, oder Diarachinoyl lecithin 
Oder -kephalin, R^, und R^ verschiedene Acyloxyreste, z.B. R^ 
Palmitoyl xy und Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoyl-lecithin 
Oder -kephalin, und R^ identische Alkoxyreste, z.B. Tetradecyloxy 
der Hexadecyloxy, z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyl lecithin oder 
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-kephalin, Alkenyl und Acyloxy, s.B» «in Flasmalogen (R^ = 
TrimethylamiDonioSthyl), oder Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder 
Paltnitoyloxyi und R^ Hydroxy , z.B* naturliches oder synthetisches 
Lysolecithin oder Lysokephaliiii 2.B. l-Myristoyl- oder 1-Paloitoyl- 
lysolecithin oder --kephalini und R^ Wasserstoff daratellen, diaper- 
giert, 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8| dadurch gekennzeichnet , 
daaa man eine homogene Miachung aua einem Tens id der Formel I A| 
insbesondere N,N-Dimethyl-N-2-{]2-(4-(l , liS.S-tetramethylbutyD- 
phenoxy )-Sthoxy3*Sthylammoniochlor id , H-Benzyl-N ,N-dimethy l-N-2- 
[2-(3-Tnetliyl-4-(l , 1 1 3,3-tetramethylbutyl)-phenoxy)-2thoxy]-athyl- 
ammoniochlorid (Methylbensethoniumchlorid) y n-Dodecyltrimethyl* 
ammoniochlorid oder -bromid, Trimethyl-n-*tetradecylammoniochlorid 
oder-bromid, n-Hexadecyltrimetbylanmoniochlorid oder -bromid 
(Cetyltrimethylammoniumchlorid oder --bromid)! Xrimethyl-n-^ctadecyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n*dodecyldimethylammoniocblorid 
oder -bromid, Aethyldimethyl-n-Cetradecylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyl-n-hexadccyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl- 
benzyldimethylammoniocblorid oder -bromid (Benzalkoniumcblorid oder 
-bromid), z.B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyldimethl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethyl ammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)-pyridiniocblorid 
Oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n- 
TetradecyD-pyridiniocblorid oder -bromid, N-(n-Hexadecyl)-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder K-(n- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anionischen 
Tens id der Formel IB, insbesondere Natrium oder Kalium-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat , -n-tetradecyl (myristyD-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl (stearyl)-8ulfat , Natrium- oder 
Kalium-n-dodecyloxyathylsulf at , -n-tetradecyloxyathylsulf at , 
-n-hexadecyloxyathylsulfat oder -n-octadecyloxyathylsulfat , der 
einem anionischen Tensid der Formel I C, insbesondere Natrium- oder 
Kalium-2,2-dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydr genphosphat, Natrium- 
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Oder Kalium-l-palmit yl lysophosphat idylglycerin, Natrium- oder 
Kalium-l-palmitoyllysophosphatidylserin, und einem Lipid der Forroel 
I C, worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy , 
Falmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R^ 2-Triinethyl- 
ammonioMthyl , z.B. ein natiirliches Kephalin, z.B. Ei*kephalin«-oder 
Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-^inoSthyl| z.B. ein natSrliches 
Lecitin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohneoi dispergiert. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9 , dadurch gekennzeichnet, 
dass nan eine homogene Mischung eines Tensida und eines Lipids 
gemSss Anspruch 9 und eines pharmazeutischen Wirkstoffs dispergerit. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine homogene Mischung aus einem anionischen Tensid der 
Formel I B, Ei-Lecithin und einem Muramylpeptid dispergiert. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine homogene Mischung aus einem kationischen Tensid der 
Formel I A, Sojalecithin und einem Muramylpeptid dispergiert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man 
eine homogene Mischung aus n-Hexadecylpyridiniumchlorid, Soja- 
lecithin und N-Acetylmuramyl-L-alanyl-2-(l',2'-dipalmitoyl-sn- 
glycero-3 "-phosphoryD-athylamid dispergiert. 

16. Verabreichungs system auf Liposomenbasis fiir verkapseltes 
N-Acety lmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-( 1 \ 2 ' -dipalmitoyl 
-8n-glycero-3'-pho6phoro)-Sthylamid, hergestellt nach den Verfahren 
gemass Patentanspruch 1. 

17. Phamazeutische Zusammensetzung enthaltend ein Verabreichungs- 
system auf Liposomenbasis fiir verkapselte Wirkstoffe gemass Anspruch 
15, vermischt mit pharmazeutisch vertraglichen Zusatzstoffen. 
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18. Verabreichungssystem gemSss Anspruch 15 «ur Anwendung bei der 
Behandlung des menseh lichen oder tierischen Kb'rpers. 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung gemSss Anspruch 15 zur Anwendung 
bei der Behandlung des nenscblichen oder tierischen Kb'rpers. 

20. Die Methode der Behandlung von Erkrankungen des nensehliehen 
Oder tierischen Korpers nit Verabreichungssystemen gemSss 
Anspruch 15. 



FO 7.4 RS/eg* 



